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論文内容要旨
 Xeηop囎1aeγfs(アフリカッメガエル)は発生段階の早い時点では完全な四肢再生能を持つが、変態の
 進行とともにその能力は失われていく。また変態後はスパイク状の構造しか再生できない。本研究は,
 この再生能の低下とスパイク形成の原因が何であるかを調べることを目的に行なわれた。再生能が低下
 した幼生やfroglet(変態直後の小ガエル)では,正常な再生肢と比べて正確なパターンが作れないという
 点に着目し,パターン形成に重要と考えられている遺伝子の発現様式を調べ,比較考察した。
 唐f8はニワトリ肢芽先端の肥厚した組織である外胚葉性頂堤(apicalectodermaMdge;AER.)のマーカー
 である。AERは直下の間充織細胞の分裂を促進し,基部先端部軸方向のパターン形成を行なうのに重要
 と考えられている組織である。再生過程でも相同な組織「傷上皮」の存在が示唆されており,本研究で
 は倒8を傷上皮のマーカーとして,その発現を調べた。Xeηopロ5幼生において,魯沼は再生芽が作られる肢
 芽の発生段階に関わらず,再生芽の上皮において再発現していた。このことから傷上皮が再生能の低下
 に関わらず,正常な状態で機能していることを示唆された。
 m3x1はニワトリ腋芽でAERの影響下にある間充織領域である進行帯(progresszollc;PZ)のマーカーで
 ある。進行帯の細胞はAERからの因子によって,分裂が盛んでパターン形成可能な未分化状態に維持さ
 れている。m8短もを躍と同様に,再生芽が作られる幼生肢芽の発生段階に関わらず,全ての再生芽の周辺
 部で発現しているのが観察された。
 これら二つの遺伝子の発現から,再生能が低下した幼生再生芽においても傷上皮は正常な状態で機能
 し,再生芽の伸長を維持していること,傷上皮の直下の間充織は未分化でパターン形成可能な状態に維
 持されていることが示唆された。
 5肋はニワトリ肢芽の後端にある極性化活性帯(zoneofpolarizingactivity;ZPA)のマーカである。ZPA
 は肢芽の前後軸形成に関わっている。Xeηoρμs後肢芽にもZPAがあることは以前から知られていたが,こ
 のZPAが後肢芽において8勲を発現可能な領域であることは,筆者らがすでに示している(Elldoetai.,
 1997Deγeloρmeηfa1ρymmlc5209,227-232)。5肋は再生能の低下と対応して,幼生再生芽における再発現
 量が低下していた。このことから前後軸形成に必要なZPAの機能が低下していくことが,変態に伴った再
 生能低下の原因である可能性が示唆された。
 nコgletがスパイクを形成する際の再生芽における,これら三つの遺伝子の発現パターンを調べた。その
 結果,幼生で見られたような発現パターンはfroglet再生芽でも同様に観察され,な沼とmsx1の発現は見ら
 れたものの,5肋の発現は観察されなかった。このことから,スパイク形成過程においても傷上皮は直下
 の間充織の増殖を促進しパターン形成を支持しているが,ZPAが存在しないことがスパイク構造しか形成
 できない原因であると考えられた。またスパイクには関節などの基部先端部軸方向に特徴的なパターン
 も観察されない。そこでfroglet前肢を手首で切断した後に形成された再生芽において,予定自脚領域のマ
 ーカーであるHoxA13が発現しているかを調べた。その結果Ho鴻/3はfroglet再生芽の間充織で発現してお
 り,再生芽内に予定自脚領域が形成されていることが示唆された。スパイクに関節が形成されないのは,
 翻ox遺伝子が発現した後,実際に骨パターンになるまでの間に原因があると考えられる。
 次にfrogietにおけるスパイクの形成を「何らかの構造の再生」としてとらえ,なぜスパイクを形成でき
 るのかについて,神経との関わりを示す実験を行なった。frogietの前肢を切断と同時に,前肢に入り込ん
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 でいる橈骨神経と尺骨神経を肩から引き抜き,除去した。その結果,スパイクは形成されず,再生芽先
 端にはないはずの真皮が切断面上に形成されていた。この時な18の発現を調べたところ,前肢切断の直後
 に活性化されるものの,通常の再生芽ではさらに発現が強まっているはずの時期に,除神経肢では発現
 量の増加が見られなかった。これは創傷治癒過程でのな18発現と同じ傾向であった。このことから,神経
 は創傷治癒の一環で発現してきたな∫8を,スパイク形成に必要なレベルまで活性化する役割を持っている
 事が示唆される。またスパイクの形成が出来ないRβηa属などのカエルでは,神経がを∫8発現を活性化する
 能力を持っていない可能性が考えられる。
 Xα10卿sは「正常なパターンを再生できない」という側面と「何らかの構造を再生できる」という二つ
 の側面を持つ。本研究で得られた知見は,完全な四肢再生能を持つ動物と全く四肢を再生できない動物
 の違いを解明する上での,重要な手がかりとなると思われる。
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 論文審査の結果の要旨
 一
塁
『
 Xeησp目slaeγi5(アフリカツメガエル)の四肢再生能は,変態の進行とともに失われ,再生体の指の数
 などが減少してゆく。また変態後に四肢を切断するとスパイク状の軟骨構造しか再生できない。本研究
 では,この再生能の低下とスパイク形成の原因を明らかにするため,形態形成に重要と考えられている
 遺伝子の発現の時間的,空間的変化を調べ,比較考察した。
 繊維芽細胞成長因子の遺伝子忽f8は肢芽先端の外胚葉性頂堤(AER)のマーカーであるが,肢芽再生過
 程でもスパイク形成過程でもAERに対応する組織,傷上皮で発現していた。転写因子の遺伝子m3x1は
 AERの影響下にある間充織,進行帯のマーカーであるが,m3x1も魯f8の場合と同様,再生過程,スパイク
 形成過程で発現していた。5肋は肢芽の後端部間充織,極性化活性帯(ZPA)のマーカーである。ZPAは肢
 芽の前後軸形成に関わっている。XenopロsのZPAにおいてもs舳が発現していたが,shhの発現量は再生能
 の低下と対応して低下していた。スパイクを形成する再生芽においては,5肋の発現は観察されなかった。
 このことから,8肋の発現の低下が,変態に伴う再生能の低下を引き起こし,変態後の四肢でスパイクを
 形成する原因である可能性を示した。
 またスパイクには,関節など基部一先端部軸方向の構造がない。そこで変態後に前肢を手首で切断し
 形成された再生芽において,予定自脚(手首より先の構造)領域のマーカーである転写因子の遺伝子
 HoxA13の発現を調べた。その結果,このスパイクを形成する再生芽の間充織でHoxA13は発現しており,
 再生芽内に予定自脚領域が形成されていることが示唆された。スパイクに関節が形成されないのは,Hox
 遺伝子が発現した後,実際に骨のパターンが形成されるまでの間に原因があると考えられる。
 本研究の知見は,有尾両生類など完全な四肢再生能を持つ動物と哺乳類などほとんど四肢を再生できな
 い動物の違いを解明し,再生を誘導する上で,重要な手がかりとなる。
 これらの研究は,著者が自立した研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示し
 ている。したがって,遠藤哲也提出の論文は,博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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